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@ Peptides capables dlnhiber les interactions entre des antlg^nes et les lymphocytes T4, produits qui en sent ddriv6s et 
leurs appllcattons. 

@ L*tnvent»on concerne un polypeptide ayant la capacity 
d'inhiber Tint&'aclion du virus tenu pour responsable du SID A 
avec les r^epteurs 14 portes par les lymphocytes T4. Ce 
peptide est choisi parmi ceux qui sont represent^ parmi les 
formules generates ; 

X R F DS 2 

X SDFR 2 

X SOAR 2 

X RADS 2 

dans lesqueaes X est un atome d'hydrog^ ou un groupe 
peptidique. 2 est OH ou un groupe peptidique. et les autres 
tettres d^signent des aminoacides specifiques (nomericlature 
de designation a une leltre des aminoacides). 
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Description 

Peptides capables dinhiber les interactions entre des anirgenes et les lymphocytes T4. produits qui en sont 

derives et leurs apptications 

^invention concerne des peptides derives des antigenes de HLA de classe It. de I'antigene T4 et de 
5 proteines HIV capables d inhiber les cooperations cetlutaires entre les macrophages, les lymphocytes et les 
lymphocytes B. 

L'invention concerne en particutier des peptides ayant la capacite d inhiber rinteradion du virus tenu pour 
responsabte du SIDA (syrntrome d'tmmimodeficience acquise) avec les recepteurs T4 portes par les 
lymphocytes 14 et. plus generalement d'exercer un eltet immunomodulateur a regard des interactions entre 
10 les macrophages el les lymphocytes T auxiliaires. d une part, et ces derniers iel les lymphocytes B. d-autre 
part, d^s lors que ces interactions sont normalement medifees par des recepteurs lymphocytaires codes par 
des complexes majeurs d'autohistocompatibilite de classe II (antigenes HLA de classe II chez I homme). En 
d'autres termes. finvention concerne plus parttcutierement des peptides capables de moduler les reponses 
cellulaires mettanl plus particulierement en jeu des antigenes susceptibles dlnduire des reponses 
15 immunitaires normalement mediees par des antigenes HLA de classe II. par exemple du type HLA DR, 

Certains virus lymphotropes interferent avec ces reponses cellulaires. en particulier des virus tenus pour 
responsables du SIDA. 

De tels virus ont ete isol§s par plusieurs equipes. lis ont et§ designes sous des abreviattons diverses : UVV. 
HTLV-IIL ARV2. etc.. Ces virus, der>ommes ci-apres sous t-abrevtation la plus generate HIV (anciennefnent 
2Q LAV/HTLV III), possedent en effet un tropisme specifique pour les lymphocytes T4, L'acces du virus aux 
lymphocytes T4 peut cependant etre bloque in vitro, lorsque ces derniers ont au prealable et6 ihcubes en 
pr§serrce d'anticorps monoclonaux (par exemple ceux commercialises par la firme ORTHO sous la. 
d§5ignation OKr4) qui bloquent les recepteurs T4 de ces lymphocytes. C'est par r6f§rer>ce ^ la capacity de 
ces anticorps monoclonaux de bloquer ces sites T4. qu'il sera fait plus particulierement ret fererrce dans ce qui 
25 suit, a raffinite des virus LAV pour les recepteurs T4 des lymphocytes T4. 

Les antigenes mettant en jeu des antigenes inducteurs de reponses immunitaires relevant des antigenes 
HLA de classe II ne sont evidemment pas Hmites a ceux presents dans des virus HIV. On mentionnera. a litre 
d*exeniple de ces autres antigenes les virus de la grippe (influenza). d'Epstein-Barr. des rhinovirus. etc... 
L invention concerne egalement diverses applications de ces peptides et des produits qui peuvent eh etre 
30 d§riv§s. Par 'produits derivfes de ces peptides', on entend des produits reconnus Immunologiquement par. 
des anticorps qui reconriaissent egalement ces peptides pu. encore, des produits susceptibles d'exercer. 
sensiblement les memes effets au niveau des siisdttes nrtediations cellulaires. 

A litre d'exemples d'apptications de ces peptides, on peut mentionner le diagr>osttc. voire le traitementou la 
prevention des maladies contrdI6es par les interactior>s entre les molecules HLA de classe II et Tantigfehe T4. 
35. parmi iesquetles les maladies induites par HIV. 

D'autres applications de ces peptides peuvent s*adresser a la detection de ceux des antigenes qui sont 
susceptibles d'Induire des reactions immunitaires relevant de cerlaines categories d'antigfenes HLA de classe 
II. par exemple de HLA-DR. 
D*autres applications de ces peptides s'adressent. en variante. el lorsque le type d'antigene HLA 
40 susceptible de medler les reactions immurtitaires indurtes par un antigene determine, a leur utilisation dans 
des tests visant ^ etudier in vitro Teffet immunomodulateur de substances a Tetude. 

L'invention decoule de Thypothese initiate faite par les inventeurs que Tint ection des lymphocytes T4 par les 
virus LAV et le pouvotr pathogene de ces derniers tenaient a leur capacity d^nterferer avec des sequences 
peptidiques concern^es appartenant aux antig&ws r§gulant les capacitfes de reconnaissance par ces 
45 lympt>ocytes de cellules porteuses de ces antigenes viraux, lorsque ceuxci leur sont pr6sent6s par les 
macrophages, par llntermfediaire des recepteurs lymphocytaires appropries. Parmi ces antigenes, on 
mentkmnera plus particulierement ceux qui sont constitu6s par des complexes rr^jeurs d'auto-histocompatl- 
bilite, connus sous I'expression anglaise "sell major histocompatibility complexes' et I'abrfeviation 
correspoTKlante MHC, qui sera souvent utiHsee dans ce qui suit. Les antigenes codfes par le MHC sont appel^s 
50 HLA chez rhommc. 

Les fonctions des divers types de lymphocytes T4 ou T8 impliquent des interactions avec les molecules 
codees par le systeme MHC de classe II pour les T4 et de classe I pour les T8. 

Leurs interactions respectives paraissent mediees par des molecules auxKaires, parmi lesqueDes des 
antigenes de differentiation T-cellulaires (notamment antiger>es T4 et T8) et des molecules qui ont 6t6 ddcrites 
55 comme facteurs potentiels d*adhesion aux ceDules. Pour plus de details, on peut se reporter iaux publications 
de (11), (12) et (13) identifiees a la fin de la pr6sente description. 

Les recherches qui ont abouti a la pr^sente invention ont ete fondees sur la recherche de sequences 
peptidiques qui pourraient elre tenues pour responsables des capacites d*adhesion mutueDe. d'une part des 
lymphocytes T4 et, d'autre part, soil des antigenes MHC de classe II qui sont susceptibles de les reconnaJlre. 
€0; soil des virus LAV. dont on presuppose qu'ils pourraient 'mimer* Taction desdits antigenes ws-a-vis desdils 
lymphocytes. 

Ces hypotheses ayant ete poshes, les inventeurs ont mis en 6viderK:e I'existence de sequences peptidiques 
communes aux chaines a de nombreux antigenes MHC de classe I, aux chalnes p des antigenes de classe II t 
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h une proleme codable par fune des regions de lecture ouverte que Ton relroi^e dans les gdnomes des 
dm^entes especes de souches LAV qui ont et6 isolees. La mise en Evidence de cetle sequence commune 
consistant en une sequence tdtrapeptidique Arg-Phe-Asp-ser est d'autant ptus remarquatrfe qu'elte se trouv^ 
dans la seule region d homologie connue a ce jour dans nombres des ant^6nes des classes I et II doni les 
sequences polypeptidiques partielles ou totaies ont etfe analyses (18) et (19). 5 

Dans ce qui suit, on fera souvent appel a la nomenclature offidene relative aux designations des 
aminoacides naturels par une letlre unique, nomenclature que Ton rappelle ci-dessous 

M methionine 

L leucine 

I isoleuctne 

VvaUne 

F phenylalanine 

S serine 

P proline 

T threonine 

A alanine 

Y tyrosine 

H histidine 

O glutamine 

N asparagtne 

K lysine 

D acide aspartique 
E acide glutaminique 
C cysteine 
W tryptophane 
R argtnine 
G glycine 

En consequence la sequence tetrapeptidique Arg-Phe-Asp-Ser est designee dans la nomenclature susdite 
par RFpS. 

Les sequences tetrapeptidiques codables par le genome de LAV sont correiables d une phase de lecture 30 
ouverte presente dans la partie d'exlremite 3' qui chevauche la Vegion de repetition Idngue" (de Tahglais 
•long terminal repeal;-) dans laregion U3 du genome (20) Jl a deja etesuggere que parmi te^^ 

la phase de lecture ouverte de la region d'extremite 3', il pouvait y en avoir une qui. soil consisterait en un 
regulateur de transcription (21). soit interviendrait dans la cytotoxicite ^ regard des cellules T (20) En 
particulier une proteine F (p27) a ete mise en evidence par Allan et al dans Science, 15 novembre 1985 230 :^ 
p. 813. Cetle proteine F contient la sequence RFDS. ' — 

Plus particulierement encore, on observe un dipeptide commun EL situe dans la meme region d'homoloqie 
dans de nombreux antigenes de classe II et dans lasequence peptidique codable cohcemee des virus LAV et 
d la meme distance (9 residus aminoaclde les s6parent) de la sequence tetrapeptidique precedeiite du c6t6 de 
I extremiie Olenninale de.cene-ci, tant dans les antigenes de classe II que dans lesdites sequences codables 40 
du genome de LAV. Ce dipeptide est inexistant dans les regions d^homologie con^espondantes des antigenes 
oe classe I. 

De meme. on observe frequemment. du c6t6 de Textremite N-terminale du tetrapeptide une sequence 
dipeptidique (RE) commune entre la susdite region dTiomologfe des antigenes de classe H et le polypeptide 
codable correspondent du genome des virus LAV, si ce n est que dans la susdite region d^homologie cette 45 
sequence dipeptidique est separee de la sequence RFDS par 3 resWus aminoaclde et dans le polypeptide 
codable du virus par 4 residus aminoaclde. Une sequence dipeptidique SL est egalement presente EOe est 
separee de RFDS par 13 acides amines. Cette sequence pourrait jouer un rdle dans la fixation du virus HIV ou 
de la proteine F sur la proteine T4. 

Les resultats des observations qui ont ete faites resultent du tableau d-apres dans lequel ont ete 50 
rapportees les parties des sequences peptidk^ues en cause, contenues dans les polypeptides initialement 
etudies ou sequences el appartenant aux antigenes des classes I et II decrites dans les pubBcations (19) (26) 
(27). (28). (29). (30) et (31) ou codables par des regions de lecture ouverte des ADNs correspondants de 
difterents types de virus LAV (20). (21). (22) et (23) dans lesquelles les 



55 



60 



65 



3 



0226513 



TABLEAU 



10 



HLA 



IS 



20 



2S 



A3 

m 
« 

Aw24 

B7 

B27 

B40 

Cm3 

12.4 

l" 

27.1 
ICw2B 
QIO 



l-apin RLA 



Classe I 



H-2 



P P F I 
P R F I 
P R F I 
P R F I 
P R F S 
P R F T 
P R F T 
P H F I 
P R F I 



30 



A y G y V. D D T Q F VIR F D S 
- VGr VDOTQF.yRFOS 
AVGryoOTQFVlRFDS 

A AC Y V D 0 T L F V R F 0 S 

A V C y V D D T L F V R F P S 

A V G r V C D T L F V R ? D S 

S V C y y 0 D T Q F V 



40 

A A 
A A 
A A 
A A 
A A 
A A 
A T S 
D E S 



50 



0 R H E P 
Q R M E P 
Q R M E P 
Q P K E P 
P R E E P 
P P £ E P R A P 
PRHEPRAP 
PRGEPRAP 



RAP 
RAP 
RAP 
RAP 
RAP 



P R 
P R 
P R 
PR 
P R 
P W 
P R 
P R 



R F D S jD 0 A S P R E E P R A P 



V C y V 0 p T E F VIR F 0 S 

V G r V D D T Q F V R F 0 S 

V G Y V D N K E F V P F D lln 

V C y V D ri T E F V R F 0 s b 
VGy VDriKEFVRF5s5 

; ? ; ; p n I r V R f o $5 

V G y V D D T E F VIR F D < 

V G y V D 0 T Q F VIR 



F 0 S 



PRFJiVGyvODTQFV 



ACMPRyEPRAP 

ACHPRFEPRAP 

AfKPRYERRAP 
AENPRyrp;ijj„ 

AEHPRyEpRAp 
A E fl P R H E P R A R 
AENPRyEPRAR 
AETPRHEPRAP 



R f D sb A A S P R M E QR A P 



30 



35 



40 



HLA 



45 Classe in 



H-2 



50 



DP? 
0P3 
DP4 
OCl 
OQl 
PQ3 
0Q3 
DQ4 

DR4,x6 

PP2,w6 

0P3,w6 

DR2 

DP? 

'-^ 
I-E* 



0 R F L 
Q R Ft 
0 R F L 

V R' G V 
7 R L V 

V R L V 
y F I V 

V R L V 

V R F L E R 

V R L L 

V R y L 

V R F L 

V R F L 



In 



I R y I y N R E E F VIR F P «; 
f Y I Y H REE F Y 
E P y I y fl R E E F A 
T R H it y n R E E 
T R y IT MR EE 
S R S I y K R EE 
S R S ! y N R E 
T R Y I y H R E 
^ H F H « Q E E .y AIR 
c R R V HMO EE V A 
0 R y F H K D E E y A 
0 R y F Y M q E E S 
HRDlyNQEEO 



, , V G E F R A V TIE 1 1 

„„.5^0sbv6EFRAV ' ' ' 

V P V G V y R 

V AlR F 0 sb V G V y 

V VIR F D s|d V G V Y 



E 1 VjR F 0 sb V G E 



E Y AlRF 0 S]D V G V y R A y T P 



SID V 6 E y R A V 

R0e sb VG E Y R Ay 

K F D SO V S E F R A y 
VP F 0 SO V G E F R A 

L|R F 0 sb V G E y 



R L V 
R L V 
R y V 




S I I C » r ; { X f E E ! , |5TS f ! * E » « * » T 
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5t> 



SIDA 



lAVla 
HTLYMI 

LY 



s^'!^!!D^^^^'^l!^:^i^^«?fc^AFHHyAR 

S t H G H E 5 A E J f ; t V !l! f 2 5 5 f ^ " * « 
SLHGMDDPEHFvtr uli c 2 >■ * F H H M A R 
" " K t R E V L E HIR F 0 sIr L A F II H y A R 



170 



180 



E L 
E L 
E L 
E I 
E L 
EL 



E L 
L 
L 
L 



190 



65 



sequences peptidiques communes oni ii& ^ - 
Dans ,a partie gauche du St ^^'^^^2^^ T"^' 

<^s tea anhgenes done les sequences pepHdiques montrtes 
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Dans la mesure ou !e site RFn<; oc» '"vers^e ( forme miroir-}. 

sites suscepSsd,ntS::r-^'^^''^»t~m^^ 

"HC ......R F 0 S ....> 



15 



20 



25 



<r • . -iS DA R 



T4 



ce peptide preseritant unrcTniiX. r^^^ ^ ""^ s^uence 

conditions l^i permTt^a^rdS^*^" ^^^"enceT^S 



50 



as 



X SDFR ^ 

X I S J 5 —2 (H) 

X R^S? 2 (IH) 



tfans les ii ^^'^^ ^ (V) 

*^if^MU^s^^r^,.^. peptttJiques dou3^ ^ * alanine. 
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^ &-£JI^ EI. ^ , 

- — ~ Z (VIII) 

a|V»^VVRFDSKLAFHHMAR|L |XI) 
« sp^^3^^ ^, sequence scungn., co.espon.^„, au^ ^Ss'S.r 

Preincub.s avec ces'Ser "^^ ^ Pep.**. coS sISS^'J: STds? aSI?? 

A cet effet on peut utmser l«* vin.ci AW . ""WJ>J aieni ete 

regions =» par un grand degre de conservation tl -s anit r.h - 

RUFHHVAR 
KUFHHVAR 
55 RLAFHHMAR 
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(es sites interm§diaires entre ces groupes pcptitfiques et plus sp^quement les peptides Inlermdcfiaires 
ientre RFDS el EL d une part, RFDS et RE, d*autre part, dans les genomes des virus LAV concem^s. 

n a de plus 6t§ constate que la sequence RFDS constitue apparemment le site de reconnaissance utilisabte 
par d'autres types de virus a regard des ceOules qu'ils sont capables dinfecter. Tel est par exemple.le cas du 
rtiinovirus HRV14. dont la prot§ine VP1 contient 6ga)ennent la sequence RFDS. La meme generalisation peut 
se faire au niveau dautres virus, par exemple le virus d*Epstein-Barr, dont une glycoprotfeine contient 
Tadhesiotope RADS. 

P'autres peptides preferes selon Tinvention sont caracteris§s par la formule survante • 
X---JRFDSD Z (XII) 

dans laqueDe X et Z ont les significations sus-indiqu§es et J est A. V ou L, ces peptides comportant de 6 ^ 20, 
voire 30 rdsidus aminoacyfe. 

Des hexapeptides pr§r6res appartenant ^ cette categone de peptides pr6sentcnt la formule • 
HaN-VRFDSD-OH (XHI) 

ou la formule H2N l_RFDSD : OH (XIV) 

Un heptapeptide prefer^ appartenant it cette cat6gorie prfesente la formule - 
H2N-LRFDSPL-OH (XV) 

(ct-apres encore designee par la formule LRFDSDL ou par rabr^viation "DR-/"). 

A cet heptapeptide con-espond une sequence contenue dans le domaine pi de molecules HLA-DR de 
classe 2, 

D'autres peptides prfef6r§s confonmes a Tinvention sont caracteris6s par la formule • 

X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquette : 

X et Y ont les significations sus-indiquees. 

B est choisi parmi Y, S, D, F ou N, plus particulidrement Y ou D, et 

J est choisi parmi A, V. L et avec F pouvant 6ventuellemerit etre remplac6 par Y. 

Des peptides pr6if6r6s appartenant a cette cat6gorie de peptides sont constitufes par des dodecapeplides 
de f onnule : 

H2N-EEBJRFDSDVGE-OH (XVII) 
et plus particufierement : 
Hj-EEYDRFDSPVGE-OH (XVIII) 

(pu encc^e design^ ci-apr6s par la formule EEYDRFDSDVGE ou par ia designation 'DRia'). 

D'une fapon generate. Tinvention conceme .tput peptide du meme type susceptible d'avoir une sequence 
, essentiellement semblat)le, telle que susceptible dretre pr6sent(B dans d'autres molecules HLA DR noh 
identifiee? dans le tableau prisente a la fin de cette description. 

Parmi ces peptides oh mentionnera encore, plus particulierement ceux de formule * 
X---EEBJRFDSDVGEyRAVTEL-r--Y (XIX) 

dans JaqueBe X et Y ont les significations sus*indiquees et U est Y, F ou H. 

Dans tous les peptides qui viennent d'etre identifies, il sera naturellement remarque que les groupes X et Y 
(des lors qu'ils sont differents.de H2N- et -OH respectfven>ent) doivent etre tels qulls ne modifient pas les 
qualHes adhesiotopes de la sequence RFDS (ou RYDS) elle-meme, 

Comme precedemment evoque, les peptides suslndiques peuvent etre remplaces par ceux qui leur 
correspondent et dans les antigenes T4 des lymphocytes auxlliaires, les sequences etant presumees 
intervenir dans la reconnaissance mutuelle des HLA-DR et des lymphocytes T4. A litre d'exemple de tels 
peptides, on mentionnera celui de formule : 
DRADSKL (XX) 

(ci-apres designe par "T4-7"), Ces sequences contenoes dans les antigenes T4 sont celles qui sont 
presumees (ce qui a d'aifleurs ete verifie) intervenir dans les reactions de reconnaissance mutuelle des 
antigenes HLA (en I'occurrence des molecules HLA-DR dans Pexemple considere) et des lymphocytes T4. A 
titre d'exemples de tels peptides, on mentionnera : 

- celui de formule : 
DRADSKL (XX) 

tci-apres designe par l abreviation "T4-7-). ce peptide correspondant au peptide "DR-Z* susdit. ou 

- celui de formule : 
KLNDRADSRRSL (XXI) 

(ci-apres designe par l abreviation •T4-12^), ce dernier peptide correspondant alors au peptide "DR-12'. 

Lmvention concerne done egalement. et de fapon plus generate, des peptides conteruuit la sequence 
RADS et. entourant ceHe-ci. des sequences peptidiques nlnterterant pas ayec la capacite de la sequence 
RADS a etre reconnue par des nrK>iecules HIA humaines, ptus particunerement HLA-DR. 

L inventron concerne encore plus particulierement parmi les peptides precedents ceux qui sont capables 
d exercer l effet immunomodulateur donl il a ete question dans le preambule de cette description, plus 
particuBerement a I egard ds antigenes generalement susceptibles d*induire hn Wvo des reponscs 
immunitaires mediees par des antigenes HLA de classe II. notamment HLA-DR. 

A cet egard. il a ete constate que des peptides conformes d I'invention, notamment les peptides de formules 
XIII. XIV. XVIII. XX et XXi. etaienl capables comme les anticor'ps monoclonaux specifiques des molecules 
HLA-DR. et T4. respeclivemenl. d inhiber in vitro les interactions entre les macrophages et les lymphocytes 
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aiixiBaires llymphocytes T4). d une part, et entre tes lymphocytes T4 e\ les lymphocytes B, d autre part. Les 
propriete's inhibitrices de ces peptides ont ete mises en evidence soit imfividuellement, soit dans des essais 
de synergie dlnhil^ition realises bri vitro dans uh syst^me experimental tout a fait analogue ^ cetui d^rit par A. 
FISHER et at Eur. J. Immunol. (1986), 16 : 1111-11 16. visant a etudier les reponses tmmunes in vitro de ces 

5 lymphocytes a r69ard du meme virus de la grippe, si ce n est que ces essais ont ete realises avec des doses 
sub-inbibilrices de peptides complementaires l unde I'autre lEEYVRFDSDVGE et KLNDRADSRRSL). en lieu 
el place des doses sub-inhibitrices d'anticorps anti-HLA-DR et anti-T4 respectivement qui avaient ete mises 
en oeuvre dans ces essais de synergie d inhibition par FISHER et al. 

Oh rappeltera en eflet que. dans ce systeme. Tihcubation in vitro, d une part, de lymphocytes T auxiliaires 

10 aArec un anticorps anti-T4 en concentration infra inhibitrice. et. d autre part, de lymphocytes B avec un 
anticorps anti-HLA-DR en concentration inf ra-inhibitrice. provoque une inhibition puissante de la production 
d'anticorps. 

U a ainst ete mis en evidence que le peptide EEYVRFDSDVGE IDR-12) analogue de molecules HIA de 
classe II DR (slrictement des molecules murines lAk) inhibe de facon tres signiftcathre el reproductible la 

75 proliferation specifique du virus influenza des lymphocytes T ainsi que la production d'anticorps contre ce 
virus a des concentrations de Tordre de 10 micro-molaires. Celte inhibition est faible sous Teffet du peptide 
RFDS seul. Des resultats intermedraires sont obtenus avec des peptides cdntenant la sequence RFDS 
entouree d'actdes amines, de ceux qui, dans les molecules HLA de cJasse II, entourent la sequence RFDS. 
C'est ce que Ton a notamment observe avec le peptide "DR-/". 

^ Un peptide de 12 acides amines conlehant la sequence RADS. en particulier le peptide KLNDRADSRRSL a 
une activite inhibitrice moderee mais significative. 

L'effet inhibiteur de ces peptides, analogues de la molecule HLA de classe 11 se sont r§vel6s tout a fait 
paralldles a ceux que Ton peut obtenir d Taide d*anticorps monoclonaux diriges contre la molecule T4. Ainst un 
clone de ^mphocytes T specifique du virus influenza dont la proliferation induite par Fantigene est r6sistante A 

^ rinhtbition par des anticorps-anti T4 est egalement resistante a Fmhibition par les susdtts peptides analogues, 
alors que Feffet auxiliaire (activation des lymphocytes B) de ce meme clone est sensible aussi bien aux 
anticorps anti T4 qu*a ces peptides, analogues de DR. 

Un argument suppi6mentaire en faveur d*une interaction reelle entre RFDS et RADS resuHe d'experiences 
d^montrant urie synergie dinhibition par ces peptides des interactions cellulaires. 

,30 . On observe, dans les conditions experimentales d^rites par FISHER et al. une inhibition importante de la 
profiferatidn 6u de la production d'ariticorps specifiques du virus influenzia; lorsque des lymphocytes T; apres 
avoir §te pre-incubes; avec des concentrations infra^inhibitrices du EEYVRFDSDVGE. ont etd niis en contact,^ 
soit 'avec des moriocytes, soil avec des lymphocytes B, qui avaient. egalement ete pr6-incubes avec des 
concentrations infra-inhibitrices du peptide analogue de T4 KLNDRADSRRSL. L'effet de synergie ainsf 

35 observe n est pas obtenu eh utillsant d'autres peptides 6u eventuellement d autres anticorps sans rapport 
avec les molfecufes 14 et classe IK 

La validity de ces r&sultats est confirmfee par le fait que les peptides utilises n'ont pas d effel cytotoxique sur 
les cellules ernt»l6y€«s. lis n*inhibent pas des tests fonclionnels des fymphocytes T nlmpliquant pas les 
molecules HLA de classe II. D autre part; en pre-ir>cubant les peptides iavec des anticorps antr-peptides 

40 specifiqiies. on peut bloquer Feffet inhibiteur du au peptide. 

Cependant les sequences adjacentes a la structure pr6servfee R FDS, mais qui varient entre molecules HLA 
DR. DQ et DP, pourraient avoir un rdle dans r^tablissemenl d'une structure tertiaire indispensable a 
nmeractibn avec les molecules T4. En effet les peptides analogues de HLA DR n'ont pas d'effet inhibiteur. 
Les. peptides selon llnvention peuvent etre prepares par les techniques classiques. dans le domaoie de la * 

45 synthase des peptides. Cette synthese peut §tre reaftsee en solution homog^ne ou en phase splkfe. 

Par exenriple on aura recours ^ la technique de synthese en solution homogfene d§cnte par HOUBENWEYL 
dans Fouvrage int'itul6 'Methode der Organischen Chemie* (M6lhode de la chtmie organkjue) 6dit6 par E. 
WUriSCH. vol. 15-1 et ». THIEME. Stuttgart 1974. 
Cette m§thode de synthase consiste k condenser successivement deux a deux tes amlrK>acyles successtfs 

50 dans Fordre requis, ou ^ corufenser des aminoacyles et des fragments pr^alablemenl formes et contenant 
dfej^ plusteurs rdsldus aminoacyles dans Fordre approprie, ou encore phisieurs fragments pr^alablement arnsi 
pr^pards. etani enteruf u que Ton aura eu soin de prot6ger au prealable toutes les fonctrons r^actives porttes 
par ces aminoacyles ou fragments, d Fexception des fonctions amine de Tun et carlx>xyle de Fautre ou vice 
versa, qui dorvent r>onmaIement intervenir dar« la formation des liaisons peptidlques, notamment aprfes 

55 activation de la fohdion carl)oxyle. selon les methodes bien connues dans la synthase des peptides. En 
varfente. on pourra avoir recours h des reactions de couplage mettant en jeu des reactifs de couplage 
classique. du type carbodiimide. tels que par exemple la 1-6thyl-3-(3Hdimdtli^aminopropyl)-carbodnmide. 
Lorque l aminoacyle mis en oeuvre possi&de me fonction acide suppl^rrientaire (notamment (fans le cas de 
Tacide gUrtamique). ces fonctiorts seront par exemple prot6g^es par des groupes t-butylester. 

€0 Dans fe cas de la synthase progressive, acide amin6 par acide amind, la synthase debutei de pr6f6rence par 
la condensation de l amirtoac'ide C-terminal avec I'aminoacide qui correspond^ Tamtnoacyle voisin dans la 
sequer>ce d^sir6e et ainsi de suile. de proche en proche. jusqu*^ Tacide amind N-termir>a}. Selon une autre 
technique pr§f6r§e de rinvention. on a recours A .celle decrite par R.D. MERRIFiELD dans rartide intituIS 
'Solid phase peptide synthesis' (J. Am. Chem. Soc.. 45, 2149-2154). 

G5 Pour fabriquer une chaine peptidique selon le precede de MERRIFIELD. on a recours d une r6str>e pofym^e 
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exemple te 1-€thyl^3-(3-dirTi§thyIamiROpropyI>-carbodrimicIe. le Mrhydroxybenzotriazole. etc.. On peut encore 
avoir recours a ta glutaraldehyde. notamment torqu*B s'agtt de relief entre eux cfes groupes amines 
respectJvement portes par le peptide et la mol6cute support. 
Des caract^ristiques supplementaires de rmvcntion apparaitront encore au cours de la description qui suit 
5 des conditions dans lesqueHes des peptides preferes de l invention ont ete obtenus. 

EXEMPt^E 1 : 

Synthese du Ar9>Phe>Asp-Ser-Ala'Ata-Arg-Pt>e-Asp-Ser 
W Pour preparer ce peptide, on a recours ^ ta synthese peptidique mentionnee ci-dessus et on procede 
comme suit ou de faoon §quivafente. 
Les abreviations utilisees dans le cadre de cette synthese ont la signification suivante : 
BOC : t-butyloxycarbonyle 
Asp : acide aspartique 
15 Ala : alanine 
Arg : arginine 
Ser r serine - . 
Phe : phenylatetnine. 

On utilise comme aminoacides des N-alpha-aminoacides proteges uniquement avec le groupe 
20 t-butyk)xycarbonyle (BOC). 

Les groupes fonctionnels lateraux sent proteges comme suit : 
Arg est prot6g§ par le groupe tosyle. 
Asp est prptfeg6 par le groupe cyclohexyle. 
Ser est proiegd par le groupe benzyie. 
^5 On distiUe CH2CI2 a partir de NaaCOs arthydre avant utilisation. 

II estavantageux d*utniser un support de r6sine constitue par un copotymere chloromethyle de styrehe et de 
' drvinytbenzer^ a 1 ^ (commerciafis6 par les Laboratoires BIORAD). 

La M-afpha-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-s^rine est de pr§f6rence esterifiee sous forme de son sel de 
cesium (GISINB.F: (1973) Helv. Chim. Acta 5$. 1476)^ 
30- La synthase est effeetufee dans un synth6tiseur automatiqiie du type de celui commerdaIis6 par BECKMAN 

./sous la dfesignation 99() B. - . . . ' 

\ : '<:^cnm des acides amines entrant dar^ la constitution du peptide selon Hnvention est fix6 a la chalne 
. ' -peptrdique deja formee corrune il est iTKliq^ 

a) Oh lave trois fois la r^sine pendant environ 3 rninutes avec du chlorure de m6thyl6rie poUr la mettre 
35 en suspension. 

b) On lave ensuite une fois pendarit environ trois minutes avec de Tacide trif}uoroac6tlque a 40 ^ pour 
impregner la resina 

c) On retave une fois pendant environ 30 minutes avec de I'acide trifluoroacStique pour d^protdger le 
groupe N-terniinal de la chaine peptidique d§ja fonrnee. 

40 d) On lave ensuite deux fois pendant environ 3 minutes vec du chlorure de mMhyl^e pour gOminer 

Tadde trifluoroacetique. 

e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 minutes avec de Talcool isopropylique pour 6fiminer le 
chlorure de methylene. 

f ) Puis on r6imprdgne te milieu en lavant 4 fois pendant 3 minutes avec du chlorure de m^thyt^ne. 

45 g) On lave trois ids pendant environ 3 minutes avec de la dnsopropyt6thylafnine pour neutraliser la 

fonction amine, qui se trouvait saltfi6e sous forrne de son sel avec Taade trifluor^ 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de m6thyl6ne pour chasser la 
cfiisopropylamine en exces. 
t) On ajoute I'acide aminfe & fixer sur la chaine peptidique d6ji form6e. comme »ndiqu§ cf-dessous. 
50 j) On lave ensuite trois fois perKlanterrviron 3 minutes avec du chlorure dem6thyl^ne. 

k) Pins on chasse le chlorure de m^thyl^e en lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 
raicool isopropylique. 

I) On lave enfin trois fois pendant environ 3 minutes avec du chlorure de mithyler>e. pour remettre le 
mineu reactionnel dans son sotvanL 
55 En ce qui coru:eme ta fixation de chacun des acides amiri^s d une chmne peptidique d^jd form6e, on a 
recours a un acide amin6 (en excds par rapport a la chaine peptidique d6j^i form^e. cet cxces correspofKfant ^ 
environ trois fois ta charge de ta chaine peptidique) dont la f onction amine est protdg^e par le groupe 
t-butyloxycarbonyle et dont la f onction acide est activ^e par la dicycloheXyteart>odiimide, rhydroxyt>enzotria- 
zole ensuite additionn6 afin de minimiser les rfecttons secondaires (ARENDT A., KOLODZIEJZkYK A.M. 
GO (1978) Tetrahedron Lett 40, 3867). (MOSOV S:. MITCHELL A. R. (1980) J, Org. Chem. 45, 555). 

Aprte chaque 6tape d*addrt$on d*un acide amtnd. on d6termine la quantit6 d'acide amin6 Ubre qui n*a pas 6t6 
fixde sur la chaine peptidique. par te test ^ la ninhydrine (KAISER E:. COl£SCOTT R.L et al. (1976) Ana!. 
Biochenrt 34, 595). 

A la fin de la synthase, on ^limine tpus les groupes protecteurs fixfes sur te peptide port6 par la rtetr^. On 
es d6tache le peptide de la r6sine S I'aide d*acide fluortrydrtque arthydre h raison de 10 ml d'HF anhydra par 
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gramme de rfesine. en prfesence de cresol (1 g par gramme de resine) i ta temperature d*envir6n (f C pendant 
environ 60 minutes. 

Apr6s Evaporation de Tacide fUiorhycfrique, le melange r6actionnel est Iav6 & r6ther et te peptide est s§par6 
de la r6sine par extraction a Taide d'actde ac§tique i 5<Vb. Ues extraits sont dBu§s 4 I'eau et lyophms6s. 

Le peptide brut obtenu est soluble dans Teau. H est purffife par chromalographie sur une colonne du type d 
t;elle commercialisee sous te nom GF 05 (IBF) en utilisant comme phase mobile de Tacide acEtique a 5 On 
mesure une absorption a 254 nm. Les diff 6rentes fractions du pic principal sont examinees sur le plan de leur 
homog6n6it6 et rassemblees/puis repurift^es par HPLC {abr6viation de Texpression anglaise "High Pressure 
Uquid Chromatography" ou "Chromatographie en Phase Liquide Haute Pression). charg6es en te mat6riau 
connu sous la marque PARTISIL ODS2 (Whatman, magnum 9). au moyen d un gradient de 0 i 70<W) 
d'acfetonitnle en presence de 1 pour nrwHe d'acide trifluoroacetique. Les fractions sont colIect6es et 
(yophilisEes avec un rendement global de 25 

La composition en acides amines, aprds hydrotyse ackfe totaJe, confirme ta structure du peptide. 

On mesure ta purel6 par chromatographie liquide sous haute pression en phase invers6e sur une colonne 
du type de celle commercialisee sous le nom ]i Bondapack C18 dans laquefle feluant est un gradient que Ton 
fait passer en 20 minutes de ta composition 0 <Vb d*acetone - 100 (Vb de tampon phosphate 0,0025 M. pH 2.5 k la 
composition 60 tWo d'acetone-40 ^ tampon phosphate. 

£XEMPLE 2 : 

Synthese du peptide de formule RAPS 

La synthese est realisee dans des conditions analogues a celles dfecrites dans Texemple 1. 
On obtient le peptide avec un rendement de 30 tVb. 

EXEMPLE 3 : 

De la meme fapon. on realise les syntheses de KLNDRADSRRSL et des polypeptides suivants • 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SPARAARADS. 

EXEMPLE 4 : 

De la meme fa<?on, on r^afise les synthases des polypeptides dont les sequences correspondent i celles 
des virus pu lymphocytes dont les designations abr6g6es apparaisseht a gauche de la liste qui suit * 
HLA-DR2P VRFLDRYFYNQEESVRFDSDVGEFRAVTELGRPDA 
L^V-F SLHGMDDPEREVLEWRFDSRLAFHHVARELPHEYF 
HRV-14.VPi SLVQLRKKLELirrYVRFDSEYTILATASQPDSANY 
T8 RLGDTFVLTLSDFRRENEGYYFCSAL 
T4 NOGSFLTKGPSKLNDRAFSRRSLWDQGNFPL 
EBV DGNKETFHERADSFHVRTNYKIV 

EXEMPLE 5 : 

sequence contenue dans la glycorproieine d'enveloppe 

- de ARV2 : GVPVVVWKEATTTLFCASDARAYDTEVHNVWAT 

- de lav ) 

HTLV III ) : GVPVWWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWAT 
LV ) 

EXEMPLE 6 : 

Les peptides suivants ont et6 synthetis6s (el certains d'entre eux testes, comme decrit plus haut. dans des 
essais de mediation cellulaire in vitro selon la technique de FISHER et at) : 

- Peptides de 4 acides amines 
"DR-4- : RFDS NLA classe U 

- Peptides de 7 acides anrnn6s 

: DRADSRK T* 
-DR-7- : LRFDSDL DR2 

- Peptides de 10 acides amines 
RFDS-A-A-RFDS 
SDFR-AA-SDFR 

- Peptides de 12 acides amines 
-T4-I2- : KLNDRADSRRSL 
•DR-12-- : EEYDRFOSDVGE 

L'eflicacite des peptides selon Hnvention. en tant qu inhibiteurs de Tadhesion du LAV e des lymphocytes T4, 
est illustree ci-apres pr les resultats qui ont ei6 obenus avec te peptide RFDS AA RFDS. . 

La fixation du LAV a son recepteur membranaire a et6 directement appreciee par Tanatyse de la fixation 
m mbranaire du virus LAV couple it ta fluoresceine (LAV FITC). En bref. 10® ccllutes sont tncubees avec 6 
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efiminfees par sWimenlatton sur gradient de FicoU. Les blastes sensibiBs^s par te virus 5ont recueiflis t 
Ttejustfes a (10+5)/ml dans du milieu RPMI, 10<Vb SAB contenant de rinterfeuKin 2 recombinant 
jBIOGEN-Suise) test6 sur Bgn6e CTLL2, et utBisd au 1/16000 final, en presence de lymphocytes autologues 
irradiis k 4000 rads ou de lign^es B autologues immortaTis^es par le virus d'Epstein-Barr, irradiies 4 80Cp rads 
(cellules de supplementation ou "feeders*). Ces "feeders* autologues sort ajoutte lous les 7 jours k un 
rapport : 1 'cellule feeder" pour 1 ceBule de lign^e. Le mHieu de culture est remplac§ par du milieu frais 
contenant 50 <W) de surr^geant riche en IL2, et de riL 2 recombinant, les cellules 6tant r^ajust^es k (10+*)/ml 
tous les Irois jours. 

5-0btentk)n des Rgnees B immortalis6es par le virus d'Epstein-Barr (EBV) 

Des cellules mononucl6§es fraiches ou decongel^es sont resuspendues k la concentration de 2.10^ M 
dans du millieu RPMI contenant 20 (Vb de s6rum de veau foetal d6compl6ment6, en presence d'EBV, obtenue k 
partir de lignees hematopoJetiques 895-8 de manmosrt (NXG.M.S. Copewood St. Camden), et de cyclosporine 
A a 1 ^g/ml final, bloquant toute activation des lymphocytes T. 

U culture se fait a 37* C en atmosphere humide contenant 5 «M) de CO?. Le mOleu est chang§ tous les 5 
jours. 

6 - Obtention des surnageants riches en IL 2 

Des lymphocytes sont isoles du sang de deux ou Irois donneurs, aprfes incubation du sang une niit k 37* C. 
Ces lymphocytes sont ensuite regroupfe, inadi^s k 1000 rads et ajust6s k 10« ml en RPM1 1640 supplements 
en L-ghJtamine (2 mM), antibiotiques, 20<Vb de s6rum AB humain d6compl§ment6 et 2 jig/ml de 
phytohemagglutintne punfi^e (DIFCO). 

Apres 48 heures de culture 4 37* C en atmosphere humide contenant 5 Q/b de CO2, le sumageant. riche en IL 
2. est recueini. filtrfe (fiHre de 0.45 jim de porosit§. Schlucher et Schen. Allemagne) et congelfi k -20" C iusqu*& 
remploi. . 

L'lL 2 recombinant (BIOGEN, Geneve. Suisse) teste sur lignees CTLL 2. et ajoute aux surnageants 
precedents, est aussi utiRse dans les tests de proWeration cellulalre au 1/16000 final. 

7 -Test de proliferation cellulaire 

La profiferation lymphocytaire est induite soit par des mitog6nes : 

- Phytohemagglutinine (PHA) l/700e (DIFCO). soit par des antigdnes apres sensibifisation du sujet (naturefle 
ou par vaccination). : . - 

' Candidine (Cd) 500 |ig/ml (Institut Pasteur). 

- virus influenza A/Bangkok 2 jig/ml (Institut Pasteur). 

Les ceHules sont incubees a STC en atrnosphere humide coritenaht 5 <Vb de CO2 pendant trois jours pour 
les proliferations induites par la PHA, et de six jours pour les proliferations induites par les antigenes 
precedents. 

Selpn.le type de cellules utilisees. : fraSches ou fignees, le test subira quekjues modifications. 

- Pour les cellules fraiches. les lymphocytes sont mis a la concentration de 10« /ml darw du RPM1 1640 
contenant 10 m de serum AB humain decompiemente. suppiemente de L-glutamine et d'antibfotiques, 200 jil 
de la suspension cellulalre sont distribues dar>s des microplaques k fond rohd. en triple <FLOW). ' 

- Pour tes populations separees. les lymphocytes sont mis k la concentratfon de 10« /ml. dans le milieu RPMI 
10 (Vb serum humain, et les monocytes irradies k 0.25.10« /ml, 100 pi de cheque suspension cellulaire sont 
distribues dans des microplaques k fond rond* en triple. 

- Pour les lignees T specifiques du virus influenza 15.10^ celMes de la lignee prealablement lavees poiir 
enminer le TCGF. sont recomblnees avec 3.10^ lymphocytes indies k 4000 rads, dans des microplaques k : 
fond rond. Pour les Ijgn6es, la culture est de 72 heures. 

Dans lous les cas, Unductton de la proliferation est reaBsee avec 1 k 2 pg/ml de v»us influenza A/Bangkok. 
La proliferation cellulaire est mesuree ^ raide d'un compteur k scintinations liquidea (Minaxi tri-carb 4000, 
Packard) par rincorporation de thymidine tritiee (CEA), 1 ^iCl/puits, 8 heures avant to fin de la culture. 4 Iign6es 
que nous avons obtenues sont testees : PT3, HT4, PT2. FPTl. ainsi qu'un clone T auxiliaire (helper) disponible. 
obtenu par dilution Smite : SB 12 (8). 

8 - Test pour la production d'anticorps antt-influenza 

Les preparatk>ns cenulaires T, B, separees par la technique des rosettes E. et tes monocytes inadies, sont 
resuspendus dans du mnieu RPMI 1640 contenant 10 Wo de serum de chevre d6compiemente (Ftow). 
recombines k raison de 10. * lymphocytes B: 5.10* monocytes. 2.10* lymphocytes T qui sont les 
concentratrans optimales prealablement mises au point par le laboratoire (16). Le vims A/Bangkok est ajoute 
a la concentratk)n finale de 2 pg. 

Les cellules sont incub6es k 37"C en atmosphere humide contenant S<Vb CO2 durant 7 jourS: Us plaques 
sont ators centrifugees et les 200 pi de surnageant sont remplaces par 100 \i\ de RPM1 1640 suppiemente en 
L-ghjtamine (1 mM). antibiotiques et 1 vol. de serum de veau foetal decompiemente. Apres 5 jours de culture 
suppiementaires. les surnageants sont recoltes et stockes a -2 C. U determination des antfeorps . . 
anti-inlluenza presents dans les surnageants de culture est realisee par la nriethode immuno-enzymatkjue 
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9- Dosage des antfeorps - technique EUSA (20) 

Fixation de I'antigene . 
5 50 111 de virus thfhienza (50 ug/ml) 

1 heure a 37 C 

2 lavages PBS. 1 lavage PBS-BSA 3 csto 
PBS : tampon phosphate saline 
BSA : afbumine bovine 

W 

Saturation des sites de fixation 
50 ul de PBS-BSA 3CW) . 

1 heure a 37 C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSDA 3(^6 

15 

Fpcation spectfigue des anttcforps a doser 
50 ut de surr^geants <i tester 

1 heure a 37°C 

2 lavages PBS - 1 lavage PBS-BSA 2<Vb 

20 

Fixation de fantigtobufine coupfee a la phosphatase alcaline 
50 ul de GaHlgG-phosphatase alcafine 

1 heure d ST C 

2 lavages PBS- 1 lavage PPS-BSA. 2 . 

25 3 lavages tampon bicarbonate pH 9,6, MgCIa 1.07 M 

Reaction enzyme substrat 

100 pi de p-mtfoph6nylphosphate disodique (1 mg/ml). Lecture de la densite optique a 405 nm sur un 
spectrbmetre MULTISKAN TltERTEX (FLOW). 

30 

10 - Sequences peptidiques. utgis§es 

- Peptides de 4 acides amines 
*DR-4" : RFDS HLA classe II 

35 .•.,..., - ■*■•./■ • .- : ■- 

- Peptides de 7 actdes amines 
T:4-7- : DBADSRK T4 
■DR-7- : LRFDSDL DR2 

40 -Peptides de 12 acides amines . 
^•4-12- : KLNDRADSRRSL 
•'DR-12" : EEYDRFDSDVGE 

11 -Anticorps monodonaux utilisfes 

. 45 OKTaA (IgG 2) Anticorps monoclonaux de la s§rie OKT 

OKT4D (IgQ 1) (ortho-diagnostic) prepares chez la souris, r6v§lant ies lymphocytes T dits inducteurs. 
IOT3 (lgG2a) Anticorps monoclonaux (Immuno Tech) 

IOM1 (IgGI) pr^par^s chez ^ souris et r§v6l6s par une antiglobuline antMmmur)ogtobuline de soiiHs coupl6e k 
un fluorochrome (Nordic) 
50 IQT3 rfevelant Pensemble des lymphocytes T matures 
I0M1 rev^lant Ies monocytes 

L243 (lgG2a) Antk^orps monoclonaux (Becton-Diddnson) 
CA206 (lgG2a) r6v6Ianl tes molecules HLA-DR 
L243 
55 206 

Leu 1 (Ig(a2a) Anticorps monodonai rev^lant Ies populations T (CDS) (Becton-Diddnson). 
RESULTATS 

€0 1 - Inhibition de la proliferation des lymphocytes T 
1-2- Utilisation de cellules T fraiches 
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Figure 1 . 

Celt figure est plustratlve de la variation de la dertsit6 optlque (fonction du taux de proliferation) eri fonction 
de la concentration en peptide (en pg/ml) dans le milfeu d culture dans I'essaJ qui suit. 

Au cpurs d'un test de proliferation celMaire de 6 jours tndurt par le virus influenza A/Bangkok on observe 
une. inhibition significative par le peptide de 12 acWes amines ou -DR-12" (66<Vb) Cette Inhibition est 5 
d^pendante de la dose et reproductible ; elle varie dTndividu a individu entr 50 et 70 tVo pour une 
concentration de 10 pg/ml de peptide. Elle est Ir^s proche de I'inhibition produite par Tanticorps monoclonal 
9^1?^ ^ ^"^'^ P^P^'"^^ ^^^^^ ^'^^ ' "^^-^2- a un effet inhibiteur mod§r6 variable 

Rgure2 

Si on compare Teffet inhibiteur de trois types de peptides -DR' se differencianl par le nombre d*acides 
ammes entouranl la sequence FIFOS :-DR-12'. -DR.?-, ■DR-4-. on note une correlation entre la longueur des 
sequences peptidiques (1 sur Ta^e des abscisses de la fig. 2) et ITnlensite de I'inhibition (en ordonnees 4 la 

Ces effets sont aussi reproductibles. et peuvent etre retrouves dans d'autres sysl6mes de profiteration tels 
le systeme tuberculine ou tetanos (non represent6). 

, n a.ete verme par complage des ceflules au bleu de trypan que cette inhibiHon par les peptides n^etail pas 
due d un effet cytotoxique. Aucune rnhibition n'est par centre observee dans un systeme induit oar des 
lectines comme la PHA • - *^ 



lectines comme la PHA 

cpm 







PBL 


seuls 


893 






PBL 


+ PHA (1/700) 


47.527 


PBL 


+. 


PHA 


+ OKT^-D (1 pg/nl) 


44.083 


PBL 


+ 


PHA 


+ L243 (0,1 pg/iQl) 


40. 119 


PBL 


+ 


PHA 


+ "DR-12" (5 pg/ml) 


49.796 


PBL 




PHA 


+ "DR-12- (TO pg/nl) 


51.570 



1-3 Utilisation de fignees T antigene specifique 

Quatre lignees T auxiJiaires (helper), specifiques du virus A/Bangkok ont ete lestees avec les peptides de 12 
acid^ amines : -DB-12'' et T4-12'* utnises a 5 ^g/ml final. Une inhibition Ires significative de 60 <Vb A 90 <Vb est 
notee par les deux peptkJes. On trouve une correlation entre les effets du peptide •DR-12- et de ranticorps 
OKT4-A. Cette correlation d inhibltion est retrouvee avec le clone T helper SB 12 (decrit par FISHER el axT- 
aucune inhibrtk)n n'est observee avec le peptide -DR-12\ ni avec ranticorps OKT4-A Les resuilats 
apparaissent au tableau 1 ci-apres- k ^ . tt^^uums 

2 - Inhibitton de la proliferatto n des lymphocytes apres incubation specifigue avec les pepti des anakxaues 
Afin de preciser le m6canisme de llnhibition induite par le peptide -DR-12\ des experiences 
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Effet des pepti des uirilis^s sur des lianees r influenza 

specifioues 



10 



Peptides utilises a 5 pg/ml 
0KT4 A utilise a 1 pg/ml 



/5 



20 



\ d' inhibition sur la % d' inhibition sur la 
proliferation influenza production d'anticorps 



Lignees T 


•DR-12" 


0KT4 A 


"T4-12" 


"DR-12" 


0KT4 A 


'T4-1 


PT3 


90 


85 


80 


/ 


/ 


/ 


MT4 


80 


85 


55 


/ 


/ 


/ 


PT2 


40 


75 . 


75 


/ 


/ 


/ 


FPT1 


60 


65 


70 


/ 


/ 


/ 


Clone SB 12 


0 


12 


0 


75 


SO 


20 



30 



0 % d' inhibition 



PT3:60pO cpm, MT4:630O, PT2:5000 
FPT1:4500, SB12: 15200 



35 



40 



Tableau 2 

Te?t fonctionnalite et phenotvp*^ d es populat^ nns 



CPM 



4$ 



50 



55 



60 



T + mT + PHA 
T + mt + IL2 
T + mt + cd 

T + cd 

T seuls 
Monocytes seuls 



56.000 
55.000 
17.000 
2.246 
1.000 
184 



T : lymphocytes T 
m*T : monocytes 
cd : candidine 



dlncubation des populattons lymphoJdes puriTr^ avec tes peptides ou des anticorps monoctonaux 
65 spfecifiques des mcrffecutes T4 et KIA-DR ont 6t6 effectuies. 



16 



0226 513 



li a d'abord 6t§ v§riri§ que res diff^rents traitements utilises pour separer ies populations tymphoides. en 
parlicuBer la L-leudne mfethyl ester, n*aff cte pas la fonction des lymphocytes T t leur capacit6 a proTrfdrer 
aprte stimulation par un antigfene u un mftog§ne. 11 a aussi 6t6 montr§ que ta populatton T est suffisamment 
d^pourvue de rhonocytes pour §vfter d*^entueffes rnterf^ences dans \es incubations. Les rfesultats resultant 
du tableau 2. 

Sur te mod^e des r6sultats obtenus anterieurement ^ raid d'anticorps anti-T4 (ou T4-D h 1 pg/ml final), on 
a cherchS a mettre eventuelJement en dvidence une synergie dinhibition entre peptides 6quivalenls de DR et 
anticorps anti-T4 ainsi qu'entre peptides Equivalents de T4 et anticorps anti-HLA-DR (20 a 10+3U final), Les 
r6su)tats apparaissent dans les tableaux 3 et 4. 

L'exp6rience 1 monlre une synergie d'inhibilion entre les peptides •DR-12V'T4-12', "DR-12Vanlicorps 
ahti-HLA-DR : 20 ainsi qu'entre les anticorps monoclonaux OKT4D/2O6 et OKT4D/T4. 

Les memes synergies d*inhibitions sont retrouvfees dans rexp6rience 2 entre 'DR-12" et T4-12' air>si 
qu'entre 14-12' et Oia4D. 

Dans cette experience 2, ainsi que dans rexp6rience 3, d'autres peptides de longueur differente ont 6t6 
testes : 

Tableau 3 

Inhibition de la proliferation des Ivmphocvltes T apres 
incubations specifioues avec les peptides equivalents de 

T4 e^: de DR 

Populations incubees Pourcentages d' inhibitions 



T Monocytes Experience 1 Experience 2 



O % 9300 cpm O % 7600 cpm 

Peptides utilises 

100% 2000 cpm 100\ 500 cpm 



0 


206 


10 


/ 


DR-12 


0 


0 


0 


DR-12 


206 


57 


/ 


0KT4D 


0 


5 


15 


0KT4D 


206 


75 


/ 


0 


T4-12 


0 


12 


DR-12 


T4-12 


48 


55 


OKT4D 


T4-12 


58 


45 


DR-12 


DR-12 


60 


/ 


0 


DR-12 


20 


/ 


0KT4D 


DR-12 


60 


/ 



Peptides utilises a 1 pg/ml final 
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Inhibition ae la prol iferation des Ivmphocvires T apir^s 
incubations specifimies avec les peptides equivalents de 

T4 et de PR 

Populations incubees Pourcentages d ' inhibitions 

W ^ : ^ 

T Monocytes Experience 2 Experience 3 



O % 7600 cpm O % 4000 cpm 

Peptides utilises 

100% 500 cpm 100% 200 cpm 



20 



25 



30 



DR-4 


0 


0 


0 


DR-4 


T4-12 


0 


20 


DR-7 (0,1) 


0 


/ 


10 


PR-7 


0 


/ 


25 


DR-7 (0,1) 


T4-12 


/ 


40 


DR-7 


T4-12 


/ 


65 


DR-12 


0 


0 


0 


0 


T4-12 


12 


10 


bR-12 


T4-12 


55 


90 


RGDS 


0 


G 


/ 


RGDS 


T4-12 


0 


/ 


Leu 1 


T4-12 


5 


/ 


Leu 1 


DR-12 


0 


/ 



40 

peptides utilises a 1 pg/ml 



'DR-4\ De nouveau, aucune action inhibttrice de •DR-4' n est observe et une action interm^dialre 
45 errtre 'DR-4' et "DR-12" est not6e pour le peptide "DR-7" quand it est ulins6 en synergie avec T4-12". 

Le test avec I'anticorps Leu 1 {k 1 ^ig/ml final) montre que les inhibitions ne sont pas dues k un effet nbn 
sp^ciftque Ce k une simple incubatioa 

Dependant 3 est a noter t inhibitjon oberv6e tors de Tmcubation des monocytes avec le peptide •DR-12" 
utiKs6 synergte avec OKT4-D ou avec 'DR-12'. 

50 

3 - tnhit>Hion de ta rfeponse anticofps 

Nous ayons test6 si ces peptides 'DR" pouvaient bloquer la fonction auxiHaire (helper) des lymphocytes T 
vis-a-vis des ceBuIes B. Apres separation par rosettes les populations sont recombin^es ^ raison de 2.105 
E+. 1.5.10* E- en prince des diff6rents peptides : •DR-12'. "DR-4', leurs effets 6tant compares & cehii de 
55 ranticorps monoclonal OKT4-A. Ce test sera fait S trois concentrations finales : 0.1 uq/mt 1 uo/ml 10 
jig/ml - Figure 4. 

Les effets sont tout i fait comparables a ceux obtenus tors des tests de proliferation antigene sp^cifique. 
De mime, quand on compare les effets des peptides de differentes longueurs - Figures 5-6-7. LTnhibition la 
plus 6tev6e a Deu avec le peptide ■DR-12", puis avec le peptide "DR-7'. Une faible, voire aucune Inhibition. 
60 n'est observ6e avec le peptide 'DR-4". 

4 -Inhibition de la rfeponse anticorps apres incut)ation sp6cifique3 avec les peptides analogues 

Le m§me. type d'exp^riences a 6t6 effectu6 dans le.cas de la r§ponse anticorps m vitro en incubant les 
lymphocytes T avec I'anticorps 6KT4-A (0.1 jig/mJ ou 1 pg/ml final) ou avec le peptide "DR-12' (1 jig/ml ou 5 
$5 pg/m) final) ; tes lymphocytes B sont incubds avec le peptide 'T4-12" (1 pg/ml ou 5 jig/ml final ) - Figure 8. 
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. Paralielement aux tests de promferation. on note une synergfe d'inhibillon entre "DR-ia* et et entre 

OKT4A et -T4-12-. On note done une corr§(atk>n entre -DR-12- et OKT4A- L effet est 1^ aussi dependant de la 
dose et reproductible. 

. Les r§sunats des experiences d'inhtbition de la proTrf Oration des lymphocytes T induite par te virus influenza 
t de la production d'anticorps spdcifiques HIA-DH restreints vis-^-vis du meme virus, par diff ferents peptides 
analogues de HLA et de T4 peuvent se rdsumer ainsi : 

' Deux peptides respectrvenr>ent de 12.et 7 acides amines analogues de DR et comprenant la sequence RFDS 
inha>ent. de fa<?on significative et d^pendanle de la concentration. la proliferation et feffet helper T sp^cinque 
du virus influenza. *^ *i 

- LTnhibilion obtenue est paraWele ^ celle consecutive d Taddition d'anticorps anti-T4. II est en particufer 
tnt^ressant d^observer que la proliferation specifique d'un clone T (SB 12) HLA-DR restreiht. n'est ni inhib^e 
par les anticorps T4 ni par le peptide -DR-12-. aJors que l^etfet helper pour la production d*anttcorps 
anti-influenza de ce clone est inhib6 & la fois par les anticorps anti-T4 el le peptide 'DR'12*. 

- U existe un effet modere et variable dlnhibition de la proliferation T et de la reponse anticorps anti-influenza 
par le peptide de 12 addes amines analogue de T4 Incluant la sequence RADS. 

- n semble exister une synergie d'inhibrtion de fa proliferation T et de la production d'anticorps lorsque les 
lymphocytes T sont pr6incub6s avec le peptide •DR-12- ou un anticorps anti-T4, et les monocytes ou les 
lymphocytes B avec le peptide •T4-I2* ou un anticorps antiHl^DR. 

Plusieurs hypotheses peuvent expRquer I'effet inhibiteur des peptides *DR-12" et 'DR-7" : 

- Ces peptides se Hxent etfectivement sur la molecule T4 a la surface des lymphocytes t et inhibent de fait 
I'interaction T4-classe U n^cessaire ^ Tactivatiori el indispensable tors de la cooperation T-B. 

En faveur de cette hypothese, on peut retenir la bonne correlation entre le degre d'inhibrtlon et le caractere 
HLA-DR restreint de la reponse immune testae. 

Le fait que la profiferation specifique du clone SB n'est inhibee ni par le peptide •DR-12\ ni par ranticorps 
anti-T4, alors qu'une inhibition est observee dans la fonction helper par anti-T4 el le peptide •DR-12" indique 
egalement I'existence d'un etroit paraneilsme entre les deux inhibitions. 

Les reactions qui precedent permettent egalement. retude de la capacite de substances determinees a 
exercer une action immunomodulatrice que ce soil au niveau des lymphocytes T4 ou de cetui des molecules 
HLA et a detecter si I'interaction. induite par un antigene determine, entre les differents types de cellules qui 
onl ete etudifees. rel§ve d'un type determine de molecules HLA. par exemple HLA-DR. 

Par exemple dans le cas d'line molecule determinee. dorit aurait ete constatee la capacite d*ihhiber les 
interactions, causees par un antigene determine, entre monocytes et lymphocytes T. d'une part les- 
lymphocytes T et lymphocytes B. d'autre part, lorsque cette molecule determinee as ete utPlsee i une dose 
suhwite. It sera ensuile possible, notamment en la substituant ^ run ou I'autre des peptides compiementaires 
dans les essais du type de ceux decrits par FISHER qui onl 6t6 decrils plus haul, de detecter si son mode 
d'action est ou non semblable a celui du peptide remplac6. 

En variante. les peptides selon Tinvention peuvent fegalement permettre de detecter si les reactions 
immunitaires induites par un antigene determine rel6vent d'une intervention ou non demoiecules HLA de 
classe II determinees, notamment de molecules HLA-DR. A cet effet les tests qui ont ete decrits plus haul 
pourront etre mis en oeuvre, si ce n'est que le wus influenza sera remplace. dans les etapes oO celui-ci etaft 
amene e intervenir. par cet antigene determine. Son mode d aclion. mettant en jeu ou non les molecules 
HLA-DR. dependra de Tobservation ou non d'une inhibition des cooperations cellulalres qui auront 6te 
constatees. 

Comme il va de soi et comme il resulte d'aHleurs d6ja de ce qui precede. Unvention ne se limite nullement d 
ceux de ses modes d'appficatipn et de realisation qui onl ete plus specialemenl envisages ; elle en embrasse 
au contraire toutes les variantes. 

^ II est entendu que toute la litterature technique a laquelte renvoie la bibllographie incluse dans cette 
demande. notamment ceDe qui suit doit eire consideree come faisant partie de la pr6sente description en ce 
qu elle serait necessaire a Tillustration des points a partir desquels la presente invention a 616 degagee; ' 
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Revendlcatlons 

1 - Peptide choisi parrru ceux qui sont representes par les f ormules g^n^rales : 
X RFDS Z 

X SDFR Z 

X--^ SOAR Z 

X RADS-- Z 

X --^SDAK_- -Z 

dans lesqueHes X est un atome tfhydrogene ou un groupe peptidique avec une extremite N-terminale et Z 
est un groupe OH ou un peptide ayant une extremit§ C-terminale, ces peptides X et Z ne contrevenant; 
■ pas; k)rsqu*ils sont eux-mdmes eonstitu§s par des sequences peptidiques. a la necessit§ d*autoriser 
^exposition de la s6quence tetrapeptidique interrie. . 

2 - Peptide selon ia revendication 1, caract^rise en ce qu'H contient dans une m§me structure Tun des 
tetrapeptides sus-indiques et le tetrapeptlde .'miroir" corresporKlant, les deux t6trapeptides 6tant 
connectes entre eux par un groupe peptidique intermediaire. distinct ninterferant pas avec la possS>nit6 
d*expositlon de chacun des deux tetrapeptides. 

3 - Peptide selon la revendicatipn 2. caract6ris6 par une chsShe cOmprenant de 2 a 1 0 residus alanir>e. 

4 - Peptide selon la revendication 1 , caract§rise par les f ormules : 





X 


R 


F 


p 


? 


X 


RE — 


~ R 


r 


0 


g 


X — 


RE ~ 


~ R 




D 


s 



dans lesqueDes chaque tiret reprdsente un residu d'aminoacide .et X et Z ont les significations 
sus-mcfiqu6es. 

5 - Peptide choist parmi : 
RBO^VVRFDSRLAFHHVAREL RE\a_^^ 

6 - Peptide selon Tune quelconque des reverKlicatSons 1 5 5» caract§rls§ en ce que le nombre total 
tf addes amines quTI corttient ne d6p»sse pas 50, avantageusement est inf&rieur & 30, vonre meme a 20. 

7 - Peptide selon la reverKlication 1 de f ormule : 
X JRFDSD Z (XII) 

dans laquelle X et Z ont les significations sus-indiqu^es et J est A, V ou ces peptides comport ant de 6 S 
20. voire ^ rfesidus amirK)acyte. 

8 - Peptide selon la revendication 7 caract6ns6 en ce qu'il est choisi pamrtt : 
VRFDSD 

LRFDSDl, 

9 - Peptide selon la revendication 1 de f ormule : 
X EEBJRFDSDVGE Z (XVI) 

dans laquelle : 

X et Y ont les signrfications sus-mdiqu6es. ■ . 

B est cboisi parrrii Y, S. D. F ou N. plus particuli^rement Y ou D, et 

J est chois! parmi A, V, L et 
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avec F pouvant feventueDement 6tre remplac6 par ces peptides comprenant de 12 d 20. voire 30 r^stdiis 
aminoacyte. 

10 - Peptide salon la revendication 9» caract&ris6 en ce qu'B constste en un dodecapeptide. 

1 1 - Peptide selon la revendication 10, caract6rise par la formufe : 

EEBJRFDSVGE . , ^ 

darts laqueUe B a la signification su5-indiqu6e. 

12 - Peptide selon la revendication lOdans lequel B est Y. 

13 - Peptide caract6ris6 par ta presence d'une sequence RADS. qui peut comporter jusqu'a 20, voire 
30 groupes residus aminoacyte. et comportant de part et d'autre de la sequence RADS des s^ences 
peptidiques n*interf§rant pas avec la capacitfe de la sequence RADS i etre reconnue par des molecules io 
HLA humaines. plus particur»§rementHLA-DR. 

14 - Peptide choisi parmi : 
RFDSAASDFR 
SDFRAARFDS 
RADSAASDAR 
SDARAARADS. 

15- Antlcorps de prefference monoclonaux, caract§ris§s par leur capacite de reconnaissance 
specifique de Tun des peptides selon Tune quelconque des revendications T a 14. 

16- Proc6d§ d'inhibition de Tadhfesion de virus LAV a des lymphocytes T4 comprenant ta mise en 
contact soit des virus, soit des lymphocytes, avec un peptide conforme k Tune quelconque des 20 
reveruiications 1 ^ 15. 

17 - Precede pour detecter dans un fluide biologique, par exemple le s6rum d'un malade. des anticorps 
dirtg6s contre la region du genome du virus LAV qui contient la sequence RFDS, qui comprend ta mise en 
contact .de ce tluide biologique avec le virus dans des conditions propres i permettre la reaction 
immunologique sous-tendant la detection du virus. 25 

1 8 - PeptkJe choisi parmi Tun des suivants : 
VLEW 

RLAFHHVAR 
KLAFHHVAR 
RLAFHHMAR. 

19 - Anticoips nronoclonaux specifiquement dirig6s conlre Tun des peptides de la revendication ^B. 
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Fig. 1 
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